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Brief English Description of German Patent Applicatio n Number 40 24 545 Al 

A method for the metered application of a biochemical analytical liquid to a target, wherein the 
liquid is ejected in small quantities on to the target through a jet from a jet chamber by a procedure 
in which a partial volume of the liquid in the jet chamber is evaporated and expanded for a short 
time whenever a quantity of the liquid is to be ejected. The invention further relates to a device wr 
a disposable jet element which contains prepackaged analytical liquid. 



© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



,ii mini mi i! 1 1 mi inn ii i ii 

© Offenlegungsschrift 
® DE 4024545 A1 



Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
(43) Offenlegungstag: 



P40 24 545.4 
2. 8.90 
6. 2.92 



<£j) Int. Cl. s : 

G 01 N 33/50 

G 01 N 33/53 
G 01 N 35/00 
B05B 1/02 ^ 



in 
csj 



LU 

O 



@ Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 6800 Mannheim, DE 

(74) Vertreter: 

Pfeifer, H., Dipl.-Phys. Dr.rer.nat., Pat.-Anw., 7500 
Karlsruhe 



@ Erfinder: 

Deeg, Wolfgang, Dr.rer.nat., 8139 Bernried, DE; 
Maurer, Eberhard, Dr.rer.nat., 8120 Weilheim, DE; 
Babie!, Reiner, Dr.rer.nat., 8121 Eberfing, DE; Klose, 
Sigmar, Dr.pht!., 8131 Berg, DE; Kopfer, Bernhard, 
8132 Tutzing, DE 

@ Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit 
in Betracht zu ziehende Druckschriften: 



DF 


38 39 896 A1 


DE 


37 11 120 A1 


DF 


30 12 946 A1 


FR 


23 33 565 


US 


48 90 502 


US 


47 32 046 


EP 


03 94 643 A2 


EP 


02 57 353 A1 


EP 


0 35 763 A1 



(S) Verfahren und Vorrichtung zum dosierten Zufiihren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target 

(57) Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen 
Analyseflussigkeit auf ein Target, bei wefchem die Flussig- 
keit in kleinen Quanten stoSweise aus einer Dusenkammer 
durch eine Duse auf das Target ausgestoSen wird. 
Ein solches Verfahren laSt sich vergleichsweise einfach und 
kostengunstig in der Weise realisieren, daB jeweils ein 
Teilvolumen der Flussigkeit in der Dusenkammer kurzfristig 
verdampft und expandiert wird. wenn ein Quantum der 
Flussigkeit ausgestoBen werden soil. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine entsprechende 
Vorrichtung mit einem disposiblen Dusenelement, welches 
die Analysenflussigkeit herstellerseitig vorgepackt enthalt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein 
Target, bei dem die Flussigkeit in kleinen Quanten stoBweise durch eine Duse auf das Target ausgestoBen wird 

5 sowie eine entsprechende Vorrichtung. 

In der klinischen Chemie stellt sich vielfach die Aufgabe, eine Analyseflussigkeit auf ein Target dosiert zu 
applizieren. Die Flussigkeit kann beispielsweise eine Probenflussigkeit, insbesondere Blut oder Serum, eine 
Reagenzflussigkeit oder eine Kalibrationsfliissigkeit sein. In aller Regel enthalten diese Flussigkeiten Proteine 
oder andere an biochemischen Prozessen beteiligte Makromolekiile. 

io Das Target, dem die Flussigkeit zugefiihrt werden soil, kann ein ReaktionsgefaQ sein, wobei in Analyseauto- 
maten heute uberwiegend sehr kieine ReaktionsgefaBe aus Kunststoff verwendet werden. Ein anderes Beispiel 
sind die in der Mikrobiologie vielfach verwendeten Mikrotiterplatten. Ein fur die Erfindung besonders wichtiger 
Fall ist die Applikation der Analyseflussigkeit auf einem Analyseelement (vielfach auch als 'Testtrager" und in 
der angelsachsischen Literatur als "solid state analysis element" bezeichnet). Dieser Begriff umfaBt im Sinne der 

is vorliegenden Erfindung sowohl diskrete Analyseelemente als auch Bander, Streifen oder andere Formen von 
kontinuierlichen Analyseelementen, die an einer Dosierstation, an der die Analyseflussigkeit appliziert wird, 
kontinuierlich vorbeigefuhrt werden konnen. 

Traditionell wurden zum Zufuhren von Analyseflussigkeiten in Analyseautomaten verschiedene Formen von 
Kolben-Zylinderkonstruktionen (Dispensoren und Dilutoren) verwendet. Auf Analyseelemente wurden Rea- 

20 genzien uberwiegend in der Weise appliziert, daB eine Tragermatrix, beispielsweise aus Papier, in eine Reagenz- 
flussigkeit eingetaucht wurde oder es wurde in einem schichtbildenden Verfahren ein Reagenzfilm aus einer 
filmbildenden Polymere enthaltenden Flussigkeit erzeugt. Soweit gezielt auf einer Basisschicht eine raumlich 
abgegrenzte Reagenzflache erzeugt werden sollte, wurde hierzu die Verwendung verschiedener Drucktechni- 
ken vorgeschlagen. 

25 Die EP-A-1 19 573 und die EP-A-2 68 237 (US-A-48 77 745) befassen sich mit Verfahren und Vorrichtungen 
der eingangs bezeichneten Art. Ihre Technik basiert auf der ursprunglich fur Computerdrucker (Tintenstrahl- 
drucker) entwickelten Ink-Jet-Technologie. Beide Schriften enthalten nahere Erlauterungen zum vorbekannten 
Stand der Technik, auf die hier Bezug genommen wird. 

Die EP-A-1 19 573 befaBt sich insbesondere mit dem Problem, ein kostengunstiges "Pumpenelement" zur 
30 Verftigung zu stellen, welches als disposibles (einmal verwendbares) Bauteil ausgebildet ist. Die Dusenkammer 
wird dabei im wesentlicheh durch einen Abschnitt eines elastisches Schlauches gebildet, welcher Teil des 
Pumpenelementes ist. Gegen dessen Seitenflache ist eine elektromagnetisch bewegtc Zylinderstange gerichtet,- 
die jeweils gegen den Schlauch bewegt wird, wenn ein Tropfen ausgestoBen werden soil. 

In der EP-A-2 68 237 ist eine Vorrichtung beschrieben, bei der die Dusenkammer aus einem Rohrstiick 
35 besteht, welches von einem koaxialen, ebenfalls rohrformig ausgebildeten piezoeiektrischen Betatigungselement 
umschlossen ist und komprimiert wird, wenn ein Tropfen ausgestoBen werden soli. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren oder eine Vorrichtung zum Applizieren von 
Mikroquanten biochemischer Analyseflussigkeiten zur Verftigung zu stellen, welches im Vergleich zu den 
vorbekannten Verfahren konstruktiv weniger aufwendig ist und eine hochgenaue Dosierung sehr kleiner Quan- 
40 ten (weniger als 1 u.1) mil hoher Frequenz(mehr als 1000 Hz) ermoglicht. 

Die Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs bezeichneten Art dadurch gelost, daB ein Teilvolumen 
der Flussigkeit in der Dusenkammer jeweils kurzfristig verdampft und expandiert wird. urn ein Quantum der 
Flussigkeit durch die Duse auszustoBen. 

Die dem erfindungsgemaBen Verfahren zugrundeliegende Technologie ist von Computerdruckern bekannt. 
45 Sie wird dort ais "Bubble-Jet-Technik" bezeichnet. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde uberraschen- 
derweise festgeste!lt,daB sich diese Drucktechnik auf das Applizieren von Analyseflussigkeiten ubertragen laBt. 

Die Verwendung dieser Technik fur Analyseflussigkeiten erweist sich als auBerordentlich vorteilhaft. Es ist 
insbesondere moglich, auf wirtschaftliche Weise disposible Duseneinheiten herzustellen, welche die Analyseflus- 
sigkeit (vor allem Reagenzien oder Kalibrationsfltissigkeiten) in vorgepackter Form enthalten. Dadurch werden 
so bedeutende Vereinfachungen und Verbesserungen auf dem Gebiet der automatischen Analyse moglich-, wie im 
folgenden noch naher erlautert wird. 

Im Vergleich zu der EP-A-1 19 573, in der die Moglichkeit von disposiblen "Pumpelementen" mit vorgepack- 
ten Reagenzien bereits angesprochen wird, zeichnet sich die Losung gemaB der vorliegenden Erfindung vor 
allem dadurch aus, daB keinerlei mechanisch bewegliche Teile erforderlich sind. Dies fuhrt zu einer erhohten 
55 Zuverlassigkeit. AuBerdem konnen sehr kieine Fliissigkeitsquanten mit vergleichsweise hoher Frequenz herge- 
stellt werden. 

Im Vergleich zu der EP-A-2 68 237 wird eine wesentliche konstruktive Vereinfachung erzielt. Die Herstel- 
lungskosten sind erheblich niedriger. Die bei dem piezoeiektrischen Verfahren erforderliche Reinigung des 
Dusenkanals entfallt. 

60 Die Tatsache, daB die Bubble-Jet-Technik trotz dieser bedeutenden Vorziige bisher noch nicht fur das dosierte 
Applizieren biochemischer Analyseflussigkeiten vorgeschlagen wurde, durfte darauf zuruckzufiihren sein, daB 
diese Technik notwendigerweise bedingt, daB die Analyseflussigkeit sehr stark erhitzt wird. Es war daher zu 
befurchten, daB die in der Flussigkeit enthaltenen Makromolekule, insbesondere EiweiBsubstanzen, in ihrer 
Funktion irreversibel geschadigt werden oder daB es zu Denaturierungen oder Aggregatbildungen kommt, die 

65 zu einer Verstopfung der Dusen fiihren. Besonders empfindlich gegen starke Erhitzung sind Enzyme. Oberra- 
schenderweise wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung jedoch festgestellt, daB die mit dem Bubble-Jet- 
Verfahren verbundene Belastung der Analyseflussigkeit nicht zu einer praktisch bedeutsamen Beschadigung der 
darin enihaltenen Makromolekule oder zu Dosierproblemen fuhrt. So haben beispielsweise Vergleichsversuche, 
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bei denen die enzymatische Aktivitat in einer bestimmten Losungsmenge bestimmt und anschlieBend diese 
Losung mit dem erfindungsgemaOen Verfahren verarbeitet wurde, zu dem Ergebnis gefuhrt, daB die ursprungli- 
che Aktivitat nach der Applikation auf ein Target zu iiber 90% wiedergefunden wurde. 

Die Erprobung verschiedener Analyseflussigkeiten hat iiberraschenderweise zu dem Ergebnis gefuhrt, daB in 
einem verhaltnismaBig breiten Vikositatsbereich (etwa zwischen 1 centistoks und mehr als 10 centistoks) 5 
gearbeitet werden kann. Dies ist ein besonderer Vorteil gegenuber den vorbekannten Ink-Jet-Applikationen von 
Analyseflussigkeiten, weil dort ein sehr viel engerer Viskositatsbereich eingehalten werden muB. Auch beziiglich 
der Oberflachenspannung, die durch Zugabe von Detergenzien oder wahlgeeigneter Losungsmittel beeinfluBt 
werden kann, hat sich das erfindungsgemaBe Verfahren iiberraschenderweise ais relativ unkritisch im Vergleich 
zu der bekannten Technik erwiesen. 10 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines in den Figuren schematisch dargestellten Ausfuhrungsbeispiels 
naher erlautert; es zeigen: 

Fig. 1 eine Prinzipdarstellung — teilweise als Blockschaltbiid — einer Vorrichtung zur Herstellung von 
Analyseeiementen, 

Fig. 2 einen auf der Erfindung basierenden Analyseautomat in einer perspektivischen Prinzipdarstellung, \s 
Fig. 3 eine Aufsicht auf einen Reagenzbereich eines Analyseeiementes, 
Fig. 4 zwei Eichkurven zu Beispiel 4. 

Fig. 1 zeigt, wie Reagenzflussigkeiten als vorbestimmtes Muster von Kompartimenten auf den Reagenzbe- 
reich t eines Analyseeiementes 2 appliziert werden konnen. Der Begriff "Kompartiment" (englisch: compart- 
ment) bezeichnet dabei einen abgegrenzten Teilbereich. Uber dem Reagenzbereich 1 ist ein insgesamt mit 3 20 
bezeichneter Dusenkopf mit einer Dusenkammer 4 und einer Diise 5 angeordnet. In der Dusenkammer 4 
befindet sich ein Heizelement 7, welches in thermtschem Kontakt zu in der Dusenkammer 4 enthaltener 
Analyseflussigkeit 6 steht. Von einer Steuereinheit 8 gesteuert werden uber einen Impulsgeber 9 und einen 
Verstarker 10 jeweils ein Stromimpuls an das Heizelement 7 angelegt, wenn ein Quantum Analyseflussigkeit 6 
aus der Duse 5 ausgestoBen werden soil. Dabei bildet sich sehr schnell (innerhalb von ca. 200 u.sec) eine 25 
Dampfblase 11. Durch deren Expansion wird ein Flussigkeitstropfen aus der Duse 5 ausgestoBen. Die Dusen- 
kammer 4 ist uber eine Leitung 12 mit Filter i3 mit einem Vorratsbehalter 14 fur Analyseflussigkeit 6 verbunden. 
Dusenkopf 3, Filter 13 und Vorratsbehalter 14 konnen in einer disposiblen Cartridge ("Duseneinheif) unterge- 
brachtsein. 

Das Analyseelement 2 laBt sich mit Hilfe eines ebenfalls von der Steuereinheit 8 gesteuerten X-Y-Antriebs 15 30 
und eines Positioniertisches 16 in beide Flachenrichtungen des Reagenzbereiches 1 so positionieren, daB nach- 
einander aus der Duse 5 ausgestoBene Reagenzflussigkeitsquanten ein vorbestimmtes Muster bilden. Selbstver- 
standlich kann alternativ oder zusatzlich auch der Dusenkopf 3 entsprechend bewegt werden. 

In Fig. 1 ist ein Dusenkopf 3 mit nur einem Heizelement 7 und einer Diise 5 dargestellt. Vorteilhafterweise 
konnen jedoch die fur Tintenstrahl-Druckverfahren gebrauchlichen Diisenkopfe mit einer Mehrzahl von Diisen 35 
(meist 9, 12 oder 24 Diisen) verwendet werden. Dadurch kann die erforderliche Bewegung des Analyseelements 
2 bei der Erzeugung eines vorbestimmten Musters reduziert und die Dosierleistung erhoht werden. Insbesonde- 
re ist es moglich, mit einer Relativbewegung des Analyseelements 2 beziiglich des Diisenkopfes 3 in nur einer 
Raumrichtung ein zweidimensionales Muster der Analyseflussigkeit 6 auf der Reagenzflache 1 zu erzeugen. Bei 
Verwendung eines Diisenkopfes 3 mit mehreren Kanalen ist selbstverstandlich der Impulsgeber 9 und der 40 
Verstarker 10 entsprechend mehrkanalig ausgelegt. 

Abgesehen von den hier beschriebenen Besonderheiten konnen die fur die Bubble-Jet-Technik bekannten 
konstruktiven Elemente bei der Erfindung verwendet werden. Es ist deshalb nicht erforderlich, auf konstruktive 
Einzelheiten der Vorrichtung, insbesondere der Dusenkammer, der DQse oder der Heizelemente einzugehen. 
Diese Angaben konnen der Literatur uber Bubble-Jet-Tintenstrahldrucker entnommen werden. 45 

Wie oben dargeiegt besteht ein besonderer Vorteil der Erfindung darin, daB eine so kostengiinstige Herstel- 
lung einer Duseneinheit moglich ist, daB sie als disposables Element gestaltet sein kann, welches einen Vorrat an 
Analyseflussigkeit benutzungsfertig (herstellerseitig vorgepackt) enthalt. Dadurch entfallen aufwendige Hand- 
habungsschritte bei der Durchfuhrung von Analysen mit entsprechenden Geraten. So ist es moglich, mit 
verhaltnismaBig geringem konstruktivem Aufwand auBerordentlich vielseitig einsetzbare und einfach bedienba- 50 
re Analysesysteme (bestehend aus Gerat und spezifisch darauf abgestimmten Reagenzien) zur Verfugung zu 
stellen. Ein solches System ist beispielhaft in Fig. 2 dargestellt. 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten Gerat wird als Analyseelement ein Band 20 eingesetzt, welches aus einem 
geeigneten Reagenz-Tragermaterial, beispielsweise Papier oder einer Kunststoffolie besteht Es wird schrittwei- 
se von einer Anfangsrolle 21 zu einer Endrolle 22 transportiert. Uber dem Band 20 sind in einer Reagenzdosier- 55 
station 23 mehrere gerateseitige Halterungen 24 angeordnet, die mit Halterungseiementen 27 an den Dusenein- 
heiten 25 zusammenwirken, um diese auswechselbar an definierten Positionen iiber dem Band 20 zu positionie- 
ren. An den Halterungen 24 und an den Duseneinheiten 25 sind jeweils elektrische Kontakte 24a, 25a vorgese- 
hen, die eine elektrische Verbindung zwischen dem Gerat und einer in eine Halterung 24 eingesetzten Dusenein- 
heit ermoglichen. 60 

In Transportrichtung des Bandes 20 (Pfeil 26) hinter der Reagenzdosierstation 23 befinden sich weitere 
Bearbeitungseinheiten, im dargestellten Fall eine Probendosiereinheit 28, zwei Wascheinheiten 29a, 29b, eine 
weitere Reagenzdosierstation 31 und eine MeBeinheit 30. 

Die Analyse lauft dabei grundsatziich so ab, daB Analyseflussigkeiten, insbesondere Reagenzien durch eine 
oder mehrere der Duseneinheiten 25 der Reagenzdosierstation 23 auf das Band 20 appliziert werden. die auf dem 65 
Band Reagenzbereiche 32 bilden. Um die gewunschte Flachenausdehnung der Reagenzbereiche 32 senkrecht zu 
der Transportrichtung 26 zu gewahrleisten, haben die Duseneinheiten 25 mehrere nebeneinanderangeordnete 
Diisen in ihrem Dusenkopf 3. Alternativ oder zusatzlich konnen sie mit einer nicht dargestellten Mechanik quer 



3 



DE 40 24 545 Al 



zur Transportrichtung 26 des Bandes 20 beweglich sein. 

Durch die Probendosiereinheit 28 wird eine Probe zugegeben. Die Wascheinheiten 29a und 29b erlauben 
erforderlichenfalls die Durchfiihrung von Waschschritten. Die Reagenzdosierstation 31 erlaubt die Dosierung 
eines weiteren Reagenzes. Die MeBeinheit 30 dient dazu, eine fur die Analyse charakteristische physikalische 
MeBgrdBe. beispielsweise die optische Reflexion oder Fluoreszenz bei einer bestimmten MeBwellenlange zu 
messen. 

Auf nahere Einzelheiten moglicher Verfahrensfiihrungen wird hier nicht eingegangea Die Erfindung kann bei 
einer Vielzahl verschiedener Verfahren (z. B. homogene und heterogene Immunoassays, enzymatische Bestim- 
mungen etc.) eingesetzt werden, bei denen ein Analyseelement nach der Zufiihrung der Reagenzflussigkeit in 
einem kontinuierlichen ProzeB zu einer Probenzugabestation transportiert, eine Probe mit der Reaktionsflache 
kontaktiert und eine in Folge der Reaktion von Probe und Reagenz eintretende physikalisch meBbare Verande- 
rung gemessen wird. Diese Verfahrensweise wurde bereits friiher, insbesondere in der US-A-35 26 480 vorge- 
schlagen, auf welche hier Bezug genommen wird. 

Entscheidend im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist, daB bezuglich der Reagenzzugabe eine 
sehr einfache und flexible Anpassung an die Erfordernisse der jeweiligen Analyse moglich ist. So kann das Gerat 
durch einfaches Auswechseln der Duseneinheiten 25 auf verschiedene Anaiysen, die mit verschiedenen Reagen- 
zien arbeiten, umgestellt werden, ohne daB Reagenzbehalter ausgetauscht und die ublicherweise verwendeten 
Zufiihrungsschlauche sowie Dosierungssysteme gespult werden mussen. Die Anordnung mehrerer Dusenele- 
menthakerungen entlang der Transportbahn eines schrittweise in einem kontinuierlichen ProzeB transportier- 
ten Analyseelementes ermoglicht es, einerseits mehrere verschiedene Reagenzien zu verschiedenen Zeitpunkten 
zu dosieren und andererseits auch ftir ein einzelnes Reagenz die Zeit, die zwischen der Applikation auf dem 
Analyseelement und der Probenzugabe verstreicht, in einfacher Weise den jeweiligen Erfordernissen anzupas- 
sen. 

Ein derartig einfacher Aufbau war bisher nur mit Hilfe vorgefertigter Analyseelemente, wie sie insbesondere 
in der auBeren Form von Teststreifen oder als sogenannte "analysis slides" gebrauchlich sind, moglich. Dies 
erforderte jedoch eine aufwendige Transportmechanik fur die Analyseelemente. Daruber hinaus muBten die 
Analyseelemente zwischen Herstellung und Verwendung uber langere Zeit gelagert werden. Damit ist in 
Anbetracht der problematischen Lagerstabilitat solcher Analyseelemente ein hoher Aufwand verbunden. Die 
Erfindung ermoglicht es, das Analyseelement mit einer die gewunschte Reagenzkombination enthaltenen Rea- 
genzflache unmittelbar vor der Verwendung (d. h. vor der Zugabe der Probe) auf einfache Weise frisch herzu- 
stellen. 

Das kontinuierlich transportierte Analyseelement muB nicht notwendigerweise bandformig gestaitet sein. je 
nach den Erfordernissen der Analyse konnten auch kleine ReaktionsgefaBe, beispielsweise in Form von mitein- 
ander verketteten flachen Schalen aus Kunststoff oder andere kontinuierlich transportierbare Reagenztrager 
verwendet werden. 

Die Erfindung kann vorteilhaft fiir die Applikation der verschiedensten in der klinischen Chemie ublichen 
Reagenzien auf einem festen Trager verwendet werden. Beispielsweise konnen Enzyme, Substrate oder anderc 
losliche Reaktionsbestandteile so auf den Trager aufgebracht werden, daB sie leicht eluierbar sind, um in 
fliissiger Phase zu reagieren. Aber auch fur die Applikation von tragerfixierten Reagenzien (insbesondere 
Antikorper, Antigen etc.) kann die Erfindung vorteilhaft eingesetzt werden. SchlieBlich kann es zweckmaBig sein, 
auf der Trageroberfiache, auf die die Applikation nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt, bereits zuvor 
nach anderen Verfahren Reaktionsbestandteile aufzubringen. So kann beispielsweise ein Tragermaterial groB- 
flachig mit einer Streptavidin enthaltenden Oberflachenbeschichtung versehen sein, auf welche selektiy und 
gezielt biotinylierte Reagenzien appliziert werden, welche uber die Biotin-Streptavidin-Bindung an den irager 
gebunden werden. Nahere Einzelheiten sind der gleichzeitig eingereichten deutschen Patentanmeldung "Analy- 
seelement und Verfahren zu seiner Herstellung" (Anwaltsakte BM 3382/00/DE) beschrieben, auf welche hier 
Bezug genommen wird. 

Wenn gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren eine Mehrzahl verschiedener Reagenzflussigkeiten auf 
einen Reagenzbereich aufgebracht wird, ist es vorteilhaft, das Applikationsmuster so zu wahlen, daB die von 
Quanten verschiedener Reagenzflussigkeiten erzeugten Kompartimente sich gegenseitig nicht kontaktieren. 
Dies gilt insbesondere, wenn die in den Flussigkeiten enthaltenen Reagenzien miteinander (zumindest im 
flussigen Zustand) interferieren. Vorzugsweise bilden dabei die Quanten verschiedener Reagenzflussigkeiten ein 
Muster von alternierenden Kompartimente, wobei sie dicht beieinander, aber raumlich getrennt, vorliegen. Auch 
insoweit wird auf die genannte gleichzeitig eingereichte Anmeldung Bezug genommen. 

Ein solches Kompartimentmuster ist in Fig. 3 dargestellt 

Die Quanten der Reagenzflussigkeit bilden im dargestellten Beispiel eine Mehrzahl von reihenformigen 
Kompartimenten 35, die jeweils aus vielen dicht beieinander angeordneten Flachenelementen ("Dots") 36 
bestehen, die jeweils von einem Quantum der Reagenzflussigkeit erzeugt sind. Fiir den Fall, daB die Reagenzflus- 
sigkeit in einem kontinuierlichen ProzeB, wie er in Fig. 2 dargestellt ist, mit der Reagenzflussigkeit beschickt 
wird, konnen die verschiedenen Kompartimente der gleichen Reagenzzusammensetzung zweckmaBigerweise 
aus verschiedenen Diisen der gleichen Duseneinheit 25 ausgestoBen werden. Die Transportrichtung verlauft in 
diesem Fall parallel zu den Reihen (Pfeil 26). 

Die am oberen Rand der Fig. 3 angegebenen Buchstaben bezeichnen drei verschiedene Satze A, B, C, von 
Kompartimenten 35, wobei die Kompartimente 35 des gleichen Satzes die gleichen Reagenzien enthalten, 
wahrend die Reagenzien verschiedener Satze sich in ihrer chemischen Zusammensetzung unterscheiden. 

Statt der dargestellten alternierenden Reihen konnen auch andere Formen von Flachenelementen verwendet 
werden. Insbesondere kann ein Punktmuster, welches aus sich gegenseitig nicht uberlappenden Dots besteht, (so 
daB jeweils ein Dot ein Kompartiment bildet), zweckmaBig sein. 
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Im dargestellten Beispieisfall haben die Dots innerhalb der Kompartimente einen Abstand von wenig mehr als 
0,1 mm. Der Abstand der Kompartimente voneinander betragt ca. 0,26 mm. Dabei wurde von den drucktech- 
nisch moglichen Kompartimenten nur jedes zweite verwendet. Grundsatzlich ist ein noch engerer Abstand der 
Flachenelemente moglich. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, daO eine solch enge mit dem erfindungsgemaBen 5 
Verfahren hergestelite Anordnung von aus verschiedenen Reagenzfliissigkeiten applizierten Flachenelementen 
in vielen Fallen vorteilhafte Analyseverfahren ermoglicht. Soweit bisher verschiedene miteinander unvertragli- 
che Reagenzien in einem Analyseelement verwendet wurden, wurden diese in ailer Regel in verschiedene 
Schichten eines mehrschichtigen Analyseelements integriert, wobei diese Schichten entweder separat herge- 
stellt und anschlieBend zusammengefiigt wurden oder nacheinander in einem schichtbildenden Verfahren auf 10 
eine Basisschicht aufgetragen wurden. Zwar wurde in der DE-C2-27 29 333 bereits vorgeschlagen, miteinander 
unvertragliche Reagenzien im Siebdruckverfahren auf eine Flache derartig aufzutragen, daB die Flachenelemen- 
te alternieren. Dieses bekannte Verfahren ist jedoch sehr aufwendig und erfordert lange Reaktionszeiten. In 
Verbindung mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist auf einfache Weise ein so enger Abstand der Flachenele- 
mente moglich, daB sich nach Aufgabe der Probe die verschiedenen Reagenzien schnell praktisch vollstandig 15 
mischen und homogen reagieren. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 



Beispiel 1 

Die Tinte eines nach dem Bubble-Jet-Prinzip arbeitenden Tintenstrahl-Druckkopfes (Hewlett-Packard Typ 
Quiet Jet plus) wird gegen eine Tartrazin-Farbstofflosung ausgetauscht. 

Daten des Druckkopfes: 

— 12 Dtisen in Reihe angeordnet, 

— Tropfendurchmesserca. 75 urn, 

- kleinstes dosierbares Quantum ( 1 Tropfen) 230 Pikoliter, 

- maximale Druckdichte pro Druckschritt: 192 x 192Tropfen/inch 2 . 



20 



25 



30 



Dieser Druckkopf ist zusammen mit einem Tintenvorratsbehalter in einer entnehmbaren Cartridge unterge- 
bracht. Die Steuerung des Druckkopfes erfolgt uber einen Personal Computer mit Hilfe eines Basic-Steuerpro- 
gramms. 

Volumina zwischen 0,1 und 5 u.1 der Farbstofflosung (40 mg/ml Tartrazin in 40 mm Natriumphosphat-Puffer 
(NaPP) pH 7,4) wurden in Reagenzrohrchen, die mit 2 ml destilliertem Wasser gefiillt waren, dosiert. Anschlie- 35 
Bend wurde mit einem kommerziell erhaltlichen Analysegerat (ES 22 der Boehringer Mannheim GmbH) 
sorgfaltig gemischt und die Extinktion bei 405 nm gemessen. Die Prazision der Dosierung wurde anhand von 
15fach Bestimmungen errechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Beispiel 2 40 

Bei diesem Beispiel wurde analog zu Beispiel 1 eine Losung von 0,5 mg/ml des Enzyms Peroxidase in 40 mM 
NaPP pH 7,4, 3 Gewichts-% Polyvinylpyrrolidon, 0,01 Gewichts-% Triton-X-100 dosiert. In den Rohrchen war 
in diesem Fall jeweils 2 ml ABTS R -Substratldsung (1,9 mmol/1 2,2'-Azinodi-[3-athyl-benzthiazolin-suifonsaure 
(6)] -diammoniumsalz; 100 mmol/l Phosphat-Citrat-Puffer pH 4,4; 2,2 mmot/1 Natriumperborat) vorgelegt. Die 45 
dosierten Volumina lagen zwischen 0,23 und 80 nl. Die Bestimmung der Extinktionen und der Dosierprazisionen 
erfolgten analog zu Beispiel 1. 

Die Ergebnisse von Beispiel 2 sind in der Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelle 1 .50 

Volumen(u.l) 0,1 0,2 0,6 2 5 

VK(%) 1,4 0,96 0,63 0,57 0,65 



Tabelle 2 

Volumen(nl) 0,23 0,46 1 20 80 

VK(%) 7,77 . 4,95 3,84 4,1 1,98 

In den Tabellen ist jeweils das Soll-Volumen und der Variationskoeffizient VK angegeben. Die VK-Werte, die 
sich auf jeweils 15 Messungen beziehen, zeigen, daB die Prazision der Dosierung (in Relation zu den sehr 
geringen Volumina) ausgezeichnet ist. 

Beispiel 3 

Mit einem Druckkopf entsprechend den Beispielen 1 und 2 wird eine Reagenzflussigkeit mit folgender 
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Zusammensetzung verarbeitet: 

100mMTris/HClpH7,9 
15 mM Tribromhydroxybenzoesaure 
5 5 mM 3-Methyl-2-benzo-(2'-sulfo)-thiazolinon-hydrazon 
50 U/ml Sarcosin-Oxidase 
10 U/ml Peroxidase 

Die Beschichtungslosung wird mit maximaler Druckdichte (192 x 192 Tropfen/inch 2 auf ein saugfahiges Papier 
io aufgebracht, wobei sechs getrennte Reagenzflachen erzeugt werden. Der Auftrag wird dreimal wiederholt, 
wobei die insgesamt appiizierte Menge an Reagenzflussigkeit etwa 3,9 jil/cm 2 betragt. Anschliefiend wird bei 
Raumtemperatur getrocknet (ca. 30 min.) oder sofort die Probe aufgetragea 

Tragt man auf die so erhaltenen sechs Reagenzflachen jeweils 1 u.1 Probe mit unterschiedlichen Sarcosin-Kon- 
zentrationen zwischen 0 und 100 mM auf, so ergibt sich nach etwa 1 min ein gut abgestufter Farbumschlag, der in 
15 ublicher Weise kalibriert und reflexionsphotometrisch vermessen werden kann. Die visuelle Detektionsgrenze 
liegt bei ca. 10 ng Sarcosin/ul. 

Das Beispiel zeigt, daB erfindungsgemaB auch ein mit relativ hohen Reagenzmengen arbeitendes Analyseele- 
ment fur einen enzymatischen Test auf einfache Weise hergestelk werden kann. Gegenuber konventionellen 
Tests ergibt sich eins bedeutende Ersparnis an Reagenz und es kann mit einer sehr kleinen Probenmenge 
20 gearbeitet werden. Die niedrige Nachweisgrenze zeigt, daB die Enzymaktivitat praktisch vollstandig erhalten 
geblieben ist. 

Beispiel 4 

25 Eine Analyse des Schilddrusen-Hormons TSH wird einerseits mit einem konventionellen Immun-Analysesy- 
stem (Enzymunsystem ES 22 der Boehringer Mannheim GmbH, Versuch A) und andererseits mit einem erfin- 
dungsgemaB modifizierten System (Versuch B) durchgefuhrt. Die einzelnen Schritte laufen bei Versuch B wie 
folgtab: 

30 a) Es werden mit Streptavidin beschichtete Polystyrol-Tubes (Herstellung nach EP-A-03 44 578) verwendet 

In diese werden jeweils 100 |il Probe bzw. Standard dosiert. 

b) Mit Hilfe eines Druckkopfes wie bei den Beispielen 1—3 wird 10 u.1 einer tiber einen 0,8-jxm-FI'te: 
filtrierten Konjugatlosung appliziert. Die Konjugatlosung enthalt 18 U/ml eines Konjugates aus einem 
gegen TSH gerichteten monoklonalen Antikdrper (ECACC 87122202) und Peroxidase in 80 mM Natrium- 

35 phosphat-Puffer(NaPP)pH 7,4. 

c) Ober die Dosiereinheit des genannten Systems wird 1 min nach Zugabe des {Conjugates 1 ml Inkubations- 
puffer (80 mM NaPP pH 7,4 mit 1250u.g/ml eines biotinylierten monoklonalen Antikorpers gegen TSH 
(ECACC 8 71 22 201), 2 g/1 Rinder-Serumalbumin, 1 g/l Rinder-IgG) zudosiert (Die Biotinylierung des 
Antikorpers erfolgte gemaB JACS 100(1978, 3585-3590) durch Umsetzung mit N-hydroxysuccinimid-Bio- 

40 tin im Verhaltnis 10 : 1). 

d) AnschlieBend wird fur 60 min inkubiert. 

e) Mit der Dosiereinheit des verwendeten Systems werden funf Waschschritte, jeweils bestehend aus 
Absaugen der Reagenzlosung und Zudosierung von Leitungswasser durchgefuhrt 

f) Wiederum uber die Dosiereinheit wird 1 mi Enzymun-ABTS^-Substratldsung zudosiert 
45 g) Es wird fiir 30 min inkubiert. 

h) Die Extinktion der Substratlosung wird mit Hilfe der photometrischen MeBeinrichtung des Systems bei 
405 nm vermessen. 

Bei dem konventionellen Vergleich (Versuch A) werden die Schritte b und c zusammengefaBt. Das Konjugat 
so aus Schritt b ist in diesem Fall in einer Konzentration von 18 U/ml in dem unter Schritt c beschriebene 
Inkubationspuffer zugesetzt. 1 mi dieser Gesamtlosung wird uber die Dosiereinheit des genannten Systems 
zudosiert. 

Die Eichung erfolgt mit ublichen Standards zwischen 0 und 51,1 u.U TSH/ml. 
55 Tabelle 3 

Prazision/Wiederfindung von Kontrollseren 
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Versuch B Versuch A 



x(u.U/ml) 
VK(%) 

x(u.U/ml) 
VK(%) 



1,8 


1,99 


3,1 


2,9 


5,74 


626 


43 


3,2 



6 



DE 40 24 545 Al 



In Tabelle 3 sind die Ergebnisse fur zwei verschiedene Sollwerte (1,9 u.U/ml und 6,0 p.U/ml) mit jeweils 12 
Messungen einerseits fiir den erfindungsgemaBen modifizierten Verfahrensablauf und andererseits fur den 
Vergleichsversuch wiedergegeben. Es werden vergieichbare Ergebnisse hinsichtlich Prazision und Wiederfin- 
dung des Sollergebnisses erreicht 

Fig. 4 zeigt die Eichkurven der Versuche A und B, d. h. die Extinktion E in Abhangigkeit von der Konzentra- 5 
tion von Standardlosungen. Die Tatsache, daB beide Kurven sehr eng ubereinstimmen, ist ein weiterer Beleg 
dafur, daB die Eigenschaften proteinhaltiger Losungen, im voriiegenden Fall des Antikorper-Enzymkonjugates, 
durch die Applikation mit dem erfindungsgemaBen Verfahren praktisch nicht verandert werden. 

Dieses Ergebnis belegt in besonderem MaBe die Eignung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Dosierung 
von sehr kleinen Quanten von Reagenzflussigkeit, weil der Analyt TSH in einer extrem niedrigen Konzentration to 
gegenwartig ist. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target, bei welchem 15 
die Flussigkeit in kleinen Quanten stoBweise aus einer Dusenkammer durch eine Duse auf das Target 
ausgestoBen wird, dadurch gekennzeichnet, daB ein Teilvolumen der Flussigkeit in der Dusenkammer 
jeweils kurzfristig verdampft und expandiert wird, urn ein Quantum der Flussigkeit durch die Duse auszu- 
stoBen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Analyseflussigkeit eine Reagenzflussigkeit 20 
ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Analyseflussigkeit ein Protein, 
insbesondere ein Bindeprotein, ein Enzym, einen Antikorper, ein Antikorper-Enzym-Konjugat, ein Antigen, 
ein Hapten oder ein Substrat enthalt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Target ein 25 
ReaktionsgefaB ist, dem die Analyseflussigkeit zugefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Target ein Reagenzbe- 
reich eines Analyseelementes ist, mehrere Reagenzflussigkeitsquanten nacheinander ausgestoBen werden 
und die Duse und das Analyseelement relativ zueinander derartig bewegt werden, daB die von den Rea- 
genzflussigkeitsquanten in dem Reagenzbereich erzeugten Dots ein vorbestimmtes Muster von Komparti- 30 
menten in dem Reagenzbereich bilden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Analyseelement nach der Zufiihrung der 
Reagenzflussigkeit in einem kontinuieriichen ProzeB zu einer Probenzugabestation transportiert, eine 
Probe mit dem Reagenzbereich kontaktiert und eine infolge der Reaktion von Probe und Reagenz eintre- 
tende physikalisch meBbare Veranderung gemessen wird. 35 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere verschiedene Reagenzflussig- 
keiten jeweils aus einer gesonderten Dusenkammer durch gesonderte Diisen ausgestoBen werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die von Quanten verschiedener Reagenzflus- 
sigkeiten erzeugten ICompartimente in dem vorbestimmten Muster sich im wesentlichen nicht kontaktieren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Quanten verschiedener Reagenzfliissigkei- 40 
ten ein Muster von alternierenden Flachenelementen bilden, bei dem Quanten verschiedener Reagenzflus- 
sigkeiten benachbart, aber raumlich getrennt vorliegen. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein von einem Quantum 
Reagenzflussigkeit erzeugter Dot auf der Reagenzflache eine Flachenausdehnung von weniger als 2 mm 2 
hat. 45 

1 1. Vorrichtung zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target, bei der die 
Analyseflussigkeit herstellerseitig vorgepackt in einer mit einer Duse (5) versehenen Dusenkammer eines 
disposiblen Dusenelementes (25) enthalten ist, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Dusenkammer (4) ein Heizelement (11) in thermischem Kontakt mit der Flussigkeit aufweist, durch 
welches ein Teilvolumen der Analyseflussigkeit (6) kurzfristig verdampft und expandiert werden kann, um 50 
ein Quantum der Analyseflussigkeit (6) durch die Duse (5) auszustoBen und 

auBenseitig an dem DQsenelement (25) ein Halterungselement (27) und elektrische Kontakte (25a) vorgese- 
hen sind, um das Dusenelement an ein Analysegerat auswechselbar mechanisch und elektrisch anzuschlie- 
Ben. 
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